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摘要 :【 目 的 ] 对 黑 水 蛇 Hermetia illucens 幼虫 蛋白 质 进 行 不 同 提取 方法 的 比较 ,选择 最 优 提取 方法 ,并 确定 其 最 优 
工艺 参数 ,为 黑 水 凡 幼 虫 蛋白 提取 与 资源 利用 提供 依据 。[ 方 法 ] 以 黑 水 昱 幼虫 为 原料 ,分 别 采用 碱 提 法 、 酶 提 法 、 
盐 提 法 和 Tris-HCl 缓冲 液 提 法 对 黑 水 旺 幼虫 蛋白 质 进 行 提取 ,并 比较 分 析 。 通 过 单 因 素 试验 分 别 确定 NaOH 质量 
浓度 、 液 料 比 \ 提 取 温度 及 提取 时 间 4 个 因素 的 较 优 水 平 。 在 单 因 素 试验 结果 基础 上 ,按照 Box-Behnken 响应 面试 
验 设计 进行 响应 面 优 化 试验 。[【 结果 ] 提取 黑 水 旺 幼虫 蛋白 质 的 4 种 方法 中 碱 提 法 的 提取 率 最 高 ,最 佳 提 取 条 件 
为 :NaOH 质量 浓度 2. 44 g/100mL, 液 料 比 22 mL/g, 提 取 温 度 53%C ,提取 时 间 2 h。 提 取 率 验证 试验 结果 为 
88.49% ,与 预测 值 相对 误差 为 0.28% 。【 结 论 ] 响应 面 模型 拟 合 度 高 ,优化 出 的 最 佳 提取 工艺 可 行 。 
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Abstract:【 Aim】To compare four different extraction methods of proteins from larvae of the black soldier 
fly, Hermetia illucens, choose the method with highest extraction rate, and obtain the optimum process 
parameters so as to provide reference to protein extraction and resource utilization of H. ilucens. 
【Methods 】 The methods of extraction by lye, enzyme, salt and Tris-HC] buffer were used and 
comparatively analyzed in extracting proteins from larvae of the black soldier fly. Then, the optimum 
levels of NaOH mass concentration, liquid-to-solid ratio, extraction temperature and time were 
determined by means of single factor tests. The experiment and analysis of Box-Behnken response surface 
was conducted based on the results of univariate tests and the actual situation.【 Results】Among the four 
extraction methods of proteins from black soldier fly larvae, lye extraction was optimal, with the optimum 
extraction conditions of NaOH mass concentration 2. 44 g/100 mL, liquid-to-solid ratio 22 mL/g, 
extraction temperature 53°C and extraction time 2 h. The corresponding extraction ratio of verification test 
was 88.49% , with the relative error of only 0.28% compared with predictive value. 【 Conclusion 】The 
response surface model is good fit, and the optimum extraction process is feasible. 
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Tris-HC] buffer extraction; response surface methodology; process optimization 








ISSN 0454-6296 


黑 水 凡 Hermetia illucens (black soldier fly) 


月 
”和 让 





双 节 目 水 旺 科 的 一 种 昆虫, 习性 与 家 蝇 类 似 , 原 分 布 





地 为 美洲 ,目前 已 在 全 世界 的 温带 .亚热带 与 热 刘 
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志 强 等 , 2012; 沈 媛 等 , 2012) 。 黑 水 虹 幼 虫 陆 生 ， 
营 腐 食性 生活 , 取 食 范 围 非 常 广泛 , 除 骨骼 与 几 丁 质 
外 ,几乎 能 够 消化 所 有 的 固体 有 机 废弃 物 ,在 自然 界 
食物 链 中 扮演 重要 角色 ,是 畜 禽 娄 便 、 餐 厨 垃圾 、 食 
品 加 工 下 脚 料 腐烂 果 朴 及 陈粮 等 有 机 废弃 物 的 生 
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物 处 理 的 重要 媒介 之 一 (李志刚 等 , 2011 ) 。 以 黑 水 
入 为 主体 功能 要 素 构 建 的 生态 处 理 系统 ,能 将 污染 
人 类 生存 环境 的 固体 有 机 废弃 物 快速 安全 \ 高 效 地 
转化 为 高 附加 值 的 昆虫 蛋白 ( Newton et al., 2005; 
Lalander et al., 2013 ) 。 和 蛋白 质 是 构成 生命 体 的 物 
质 基 础 ,几乎 所 有 形式 的 生命 活动 都 与 蛋白 质 有 关 。 
然而 ,蛋白 质 资源 不 足 早已 是 当今 世界 面临 的 一 大 
危机 ( 张 文 庆 等 ,2008; 刘 高 强 和 魏 美 才 ,，2008 ) 。 
昆虫 作为 地 球 上 储量 巨大 的 蛋白 资源 宝库 ,具有 巨 
大 的 开发 利用 潜力 ,并 且 有 研究 表明 昆虫 蛋白 具有 
抗 疫 劳 、 抗 衰老 、 降 血脂 、 抗 况 及 提高 人 体 人 免疫 力 等 
功效 ( 郭 倩 等 , 2011 ) 。 因 此 ,对 黑 水 凡 幼 虫 进行 蛋 
白质 提取 可 为 其 规模 化 饲养 和 昆虫 蛋白 功能 特性 的 
进一步 研究 提供 一 定 的 数据 参考 ,有 利于 变 废 为 宝 ， 
实现 可 持续 发 展 的 循环 经 济 模式 。 

目前 ,最 常用 的 昆虫 蛋白 质 提取 方法 有 碱 提 法 
( 赵 晨 霞 等 , 2013) 、 酶 提 法 ( 王 燕 , 2012) ` 盐 提 法 ( 金 
会 鑫 等 , 2012 ) 和 水 提 法 (缓冲 浴 液 提取 法 )( 聂 路 等 ， 
2011 )4 种 方法 ,其 中 以 蛋白 质 提取 率 较 高 的 碱 提 法 
和 酶 提 法 最 为 常见 。 国 内 外 有 关 黑 水 蛇 的 研究 还 主 
要 集中 在 餐 厨 垃圾 和 冀 禽 北 便 的 处 理 ` 有 机 肥料 和 渔 
牧 业 饲 料 的 生产 及 环境 安全 评估 等 方面 ( Newton et 
al., 2005; Diener et al., 2009; 喻 国 辉 等 , 2009) ,近年 
也 有 部 分 学 者 对 其 进行 了 生物 柴油 (Li et al., 2011a， 
2011b) 和 抗菌 物质 (Erickson et al., 2004; Zheng et 
al.，2012; Choi el al., 2012; 夏 姥 等 , 2013 ) 方 面 的 研 
究 ,并 取得 了 初步 进展 。 虽 然 国 内 外 已 有 关于 黄粉 虫 
Tenebrio molitor、 迁 粉 蝶 Catopsilia spp. 幼虫 大麦 虫 
Zophobas morio .丰年 虫 Chirocephalus diaphanous、 蝗 虫 
和 盔 肾 等 昆虫 蛋白 质 的 研究 报道 ,但 是 对 具有 较 高 的 
环保 和 经 济 效益 的 黑 水 赃 研究 蛋白 质 营 养 价 值 的 的 
研究 还 处 于 初步 探索 阶段 ,有 关 黑 水 昱 幼虫 蛋白 质 的 
提取 分 离 及 利用 研究 还 未 见报 道 。 

本 研究 分 别 采 用 碱 提 法 、 酶 提 法 、 盐 提 法 和 
Tris-HCl 缓冲 液 提 法 对 黑 水 蛇 幼 虫 蛋白 质 进行 提 
取 , 以 提取 率 为 主要 指标 ,通过 比较 筛选 ,确定 最 佳 
的 提取 方法 。 并 依次 通过 单 因 素 试验 和 响应 面 法 对 
提取 工艺 条 件 进行 优化 ,以 确定 黑 水 虹 幼 虫 蛋白 的 
最 佳 提取 工艺 参数 。 

































































































































































1 材料 与 方法 


1.1 试 虫 与 试剂 
黑 水 赃 幼虫 由 西安 洁 姆 环保 科技 有 限 公 司 提 


供 ; 胰 和 蛋白酶 ( 酶 比 活力 三 250 U/mg) ,美国 Amresco 
公司 ;BCA 蛋白 定量 试剂 盒 ,北京 康 为 世纪 生物 科技 
有 限 公 司 ; 牛 血清 蛋白 ,瑞士 Roche 公司 ;硫酸 铜 、 硫 
酸 钾 \ 硼 酸 、 浓 硫酸 、 茶 酚 乙 醇 (95% ) 石油 醚 (30 ~ 
60C 沸 程 ) 、 氧 氧化 钠 、 三 冯 甲 基 和 氨基 甲烷 (Tris) \ 浓 
盐酸 、 氧 化 钠 等 化 学 试剂 均 为 国产 分 析 纯 。 
1.2 仪器 与 设备 

101-2 电热 族 风干 燥 箱 , 北 京 科 伟 永 兴 仪 器 有 
限 公 司 ;JP-100A-2 高 速 多 功能 粉碎 机 ,上 海 市 久 品 

贸 有 限 公司 ;FO0SS-2300 定 毛 仪 ,FOSS 瑞典 特 卡 

托 公 司 ;100 目标 准 检验 得 (孔径 0. 15 mm) ,浙江 省 
上 虞 市 大 享 桥 化 验 仪器 三;FA2004 分 析 天 平 ,北京 
赛 多 利 斯 仪器 系统 有 限 公 司 ;HH-2 电热 恒温 水 浴 
锅 ,北京 科 伟 永 兴 仪器 有 限 公 司 ;ZDJ4A 型 自动 电 
位 滴定 仪 ,上 海 精密 科学 仪器 有 限 公 司 ; HJ-3 恒温 
磁力 加 热 搅拌 器 ,常州 国 华电 器 有 限 公 司 ; C20L- 
822A 多 功能 电磁 炉 ,广东 志 高 空调 股份 有 限 公 司 ; 
SC-3610 低速 离心 机 ,安徽 中 科 中 佳 科学 仪器 有 限 
公司 ;UV-2550 紫外 分 光 光 度 计 ,日 本 岛 津 公司 。 
1.3 黑 水 虹 幼 虫 脱 脂粉 的 制备 

黑 水 虹 幼 虫 于 40C 鼓 风干 燥 至 质量 恒定 , 粗 粉 
碎 ,40% 索 氏 抽 提 12 h 脱脂 ,室温 风干 至 恒 重 ,粉碎 
过 筛 ,密封 ,4% 保藏 备用 。 
1.4 测定 黑 水 上 幼 虫 主要 营养 成 分 的 测定 

分 别 对 黑 水 迷 幼虫 全 粉 与 脱脂 粉 进行 主要 营养 
成 分 测定 。 水 分 测定 参照 GB5009. 3-2010《 食 品 中 
水 分 的 测定 》; 灰分 测定 参照 GB5009. 4-2010《 食 品 
中 灰分 的 测定 》; 蛋白 测定 参照 CB5009. 5-2010《 食 
品 中 蛋白质 的 测定 》; 脂肪 测定 参照 CBZT5009. 6- 
2003《 食 品 中 脂肪 的 测定 》; 碳水 化 合 物 测定 参照 
GBZT9695.31-2008《 肉 制品 总 糖 含量 测定 》。 
1.5 不 同方 法 对 黑 水 虹 幼 虫 蛋 白质 的 提取 

碱 提 法 参照 赵 晨 起 等 方法 (2013 ) ,并 略 作 修 
改 , 取 2 g 黑 水 迷 幼虫 脱脂 粉 , 加 入 10 倍 体积 1 g/ 
100 mL NaOH 溶液 ,于 60Y 搅拌 提取 2 bh; 酶 提 法 参 
照 王 燕 (2012 ) 方 法 ,并 略 作 修改 , 取 2 g 脱脂 粉 ,加 
入 20 倍 体积 2 g/100 mL 胰 蛋 白 酶 溶液 (pH 值 
7.5) ,于 37%C 搅 拌 提 取 2 bh, 期 间 分 别 用 0.1 mol/L 
NaOH 溶液 和 0. 1 mol/L HCl 溶液 调节 pH 值 ,使 溶 
液 保 持 pH 值 为 7.5 ,之 后 沸水 浴 10 min 灭 酶 ; 盐 提 
法 参照 金 会 侈 等 方法 (2012 ) ,并 略 作 修改 , 取 2 g 脱 
脂粉 ,加 入 10 倍 体积 1.5 g/100 mL NaCl 溶液 ,于 
40% 搅拌 提取 2 bh;Tris-HCl 缓冲 液 提 法 参照 聂 路 等 
方法 (2011) ,并 略 作 修改 , 取 2 g 脱脂 粉 ,加 入 10 倍 
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体积 0. 02 mol/L Tris-HCIl 缓冲 液 (pH 值 7.4) ,于 
50% 搅拌 提取 2 hp。 提 取 完 毕 后 ,4 800 r/min 离心 
10 min, 取 上 清 液 ,用 燕 馏 水 定 容 至 250 mL 作为 待 
测 液 。 待 测 液 中 蛋白质 含量 按照 试剂 盒 说 明 书 采用 
BCA 法 进行 测定 。 
黑 水 贮 幼虫 蛋白 提取 率 (% ) = (上 清 液 中 蛋白 
质量 /脱脂 粉 中 蛋白 质量 ) x 100。 
1.6 蛋白质 提取 的 优化 

依次 研究 NaOH 质量 浓度 、 液 料 比 提取 温度 、 
提取 时 间 对 黑 水 迷 幼虫 蛋白 质 提取 率 的 影响 。 在 此 
单 因 素 试 验 结果 基础 上 ,以 这 4 个 因素 为 考察 变量 ， 
采用 四 因素 三 水 平 Box-Behnken 响应 面试 验 设计 方 
案 ,进行 蛋白 质 提取 工艺 优化 。 试 验 因素 水 平 设 计 
见 表 1。 

表 1 响应 面试 验 设 计 因素 水 平 编码 表 


Table 1 Encoding of the factors and levels used 























in response surface experimental design 








素 编码 水 平 Levels 
Factors Codes | 0 1 
XI: NaOH 质量 浓度 
NaOH mass concentration A 2.00 2;25 2.50 
(g/100mL) 
XX : 液 料 比 
Liquid-to-solid ratio B 15 20 25 
(mL/g) 
Xs : 提取 温度 
Extraction temperature C 40 50 60 
(C) 
XX : 提取 时 间 
Extraction time D Ls:5 2.0 2 


(h) 
A=4(X1 -2.25); B=0.2(%, -20); C=0.1(X -50); D=2(X 
EE 


1.7 数据 分 析 

所 有 试验 均 重 复 3 次 。 常 规 数据 处 理 软件 为 
Excel2007 ,显著 性 检验 软件 为 Mintab16 ,相同 字母 
代表 无 显著 差异 (P >0.05)。 响 应 面试 验 设计 与 统 
计 分 析 软 件 为 Design-Expert 8.0.6.1。 


2 结果 与 分 析 


2.1 黑 水 凡 幼 虫 中 的 主要 成 分 
黑 水 习 幼虫 与 脱脂 粉 主要 成 分 相对 含量 见 表 
2。 由 表 2 可 知 , 黑 水 迷 幼虫 和 脱脂 粉 中 和 蛋白质 含 量 
丰富 ,其 中 脱脂 粉 中 蛋白 质 相 对 含量 高 达 57.7% ， 
故 黑 水 蛇 幼 虫 可 作为 蛋白 质 的 生产 原料 。 
2.2 提取 方法 的 选择 
由 图 1(A) 可 知 ,4 种 不 同 的 黑 水 虹 幼虫 蛋白 质 
提取 方法 中 , 碱 提 法 的 提取 率 最 高 (56.45% ) ,其 次 
是 酶 提 法 (54. 09% ) , 盐 提 法 和 Tris-HCl 缓冲 液 提 
法 最 低 , 分 别 为 14.51% 和 11. 23% 。 酶 提 法 虽然 提 
取 率 较 高 ,但 在 提取 黑 水 蛇 幼 虫 蛋白 质 的 同时 加 入 
了 同 为 蛋白 质 的 胰 和 蛋白酶 ,影响 所 提 和 蛋白 质 的 纯度 ， 
并 且 酶 提 法 利用 酶 解 的 原理 ,很 大 程度 上 将 黑 水 巡 
幼虫 蛋白 质 水 解 为 小 分 子 多 肽 。 盐 提 法 和 Tris-HC1l 
缓冲 液 提 法 虽然 条 件 温 和 ,但 提取 率 明显 低 于 前 两 
种 方法 。 综 上 ,本 研究 选择 碱 提 法 对 黑 水 习 幼虫 进 
行 蛋白 质 的 提取 。 
2.3” 黑 水 蝶 幼虫 蛋白 质 提取 单 因素 试验 结果 
2.3.1 NaOH 质量 浓度 对 和 蛋白质 提 取 率 的 影响 : 选 
取 不 同 NaOH 质量 浓度 ,分 别 在 液 料 比 为 10 mL/g， 
提取 温度 为 50%C ,提取 时 间 为 1.5 hb 的 条 件 下 对 黑 
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表 2， 黑 水 必 幼 虫 与 脱脂 粉 主要 成 分 相对 含量 


Table 2 Relative content of the main components in Hermetia illucens larvae and defatted flour 














原料 相对 含量 Relative content (% ) 
Raw material 水 分 Moisture 蛋白 质 Proteins 脂肪 Fat 灰分 Ash 碳水 化 合 物 Carbohydrates 
申 
黑 水 虹 幼 虫 6.03 +0.41 32.79 +0.31 43.75 +0.87 6.58 +0.09 10.62 +0.27 
H. ilucens larvae 
闪电 将 
脱脂 粉 6.12 +0.29 57.7 +0.07 0. 19 +0.05 10.22 +0.10 25.83 +0.44 


Defatted flour 
表 中 数值 为 平均 值 + 标 准 差 。Data in the table are mean + SD. 











水 是 幼虫 重 白质 进行 提取 ,结果 见 图 1(B)。 由 图 1 
(B) 可 知 , NaOH 质量 浓度 对 黑 水 蛇 幼 虫 蛋白 质 提 
取 率 的 影响 很 大 ,蛋白质 的 提取 率 开 始 时 随 着 
NaOH 质量 浓度 的 增加 呈 明 显 上 升 趋势 ,原因 可 能 
是 NaOH 促进 了 和 蛋白质 分 子 某 些 极 性 基 团 解 离 , 使 
其 表面 带 有 相同 电荷 ,从 而 增强 蛋白质 溶解 性 ( 沈 





























莲 清 等 , 2007) 。 当 Na0H 质量 浓度 达到 2. 25 g/ 
100 mL 后 ,蛋白 质 提 取 率 趋 于 平缓 ,说 明 黑 水 粒 和 恒 
白质 已 大 部 分 洲 出 ,此 时 蛋白 质 提取 率 为 49. 05% 。 
虽然 Na0H 质量 浓度 在 3 g/100 mL 继续 明显 增加 ， 
但 考虑 到 过 高 的 NaOH 含量 会 为 之 后 的 蛋白 质 脱盐 
增加 工作 量 ,并 且 可 能 导致 蛋白 质变 性 失 活 ,颜色 加 
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1 提取 方法 (A) NaOH 质量 浓度 (B) ` 液 料 比 (C) 提取 温度 (D) 和 提取 时 间 ( 了 上) 对 黑 水 习 幼 虫 蛋 白质 提取 率 的 影响 


Fig. 1 





Effects of extraction method (A), NaOH mass concentration (B), liquid-to-solid ratio (C), 


extraction temperature (D) and extraction time (E) on the extraction rate of proteins from Hermetia illucens larvae 








深 ,甚至 产生 有 毒物 质 ( Ansharullah et al., 1997)， 
此 ,选取 2.25 g/100 mL 为 较 佳 的 NaOH 质量 浓度 。 
2.3.2 液 料 比 对 蛋白 质 提取 率 的 影响 :选取 不 同 的 
液 料 比 , 在 Na0H 质量 浓度 为 2.25 g/100 mL, 提取 
温度 为 50Y ,提取 时 间 为 1.5 h 的 条 件 下 提取 黑 水 
驻 幼 虫 蛋 白质 ,结果 见 图 1(C) 。 由 图 1(C) 可 知 , 随 
着 液 料 比 的 增加 黑 水 虹 幼 虫 蛋 白质 提取 率 逐 渐 上 
升 ,原因 可 能 是 随 着 液 料 比 的 增加 ,脱脂 粉 与 碱 提 液 
的 接触 面积 增加 , 液 料 之 间 蛋 白质 浓 度 差 升 高 ,有 利 
于 蛋白 质 浴 出 。 当 液 料 比 达 到 20 mL/g 时 ,蛋白质 
提取 率 达 到 64. 36% , 之 后 趋 于 平缓 。 故 选取 20 
mL/g 作为 较 佳 的 液 料 比 。 











图 中 数值 为 平均 值 + 标 准 差 。Data in the figure are mean + SD. 


2.3.3 提取 温度 对 蛋白 质 提取 率 的 影响 :选取 不 同 
的 提取 温度 ,在 NaOH 质量 浓度 为 2. 25 g/100 mL， 
液 料 比 为 20 mL/g ,提取 时 间 为 1.5 bh 的 条 件 下 提取 
黑 水 凡 幼 虫 蛋 白质 ,结果 见 图 1(D)。 由 图 1(D) 可 
知 ,50%C 以 前 , 黑 水 习 幼 虫 蛋白 质 提 取 率 随 着 提取 温 
度 的 升 高 逐渐 上 升 ,这 可 能 由 于 温度 的 升 高 加 快 了 
分 子 之 间 的 相互 作用 与 运动 速度 ,有 利于 和 蛋白质 进 
人 到 碱 提 液 中 ;50%C 以 后 ,蛋白质 的 提取 率 随 着 提取 
温度 的 升 高 而 趋 于 平缓 ;80%C 时 蛋白 质 提取 率 急剧 
下 降 。 这 可 能 是 因为 过 高 的 温度 破坏 了 和 蛋白质 原 有 
结构 ,引起 蛋白 质 不 可 逆 变 性 ( 郭 兴 峰 等 , 2012) ,并 
与 其 他 物质 反应 ,降低 了 蛋白 质 的 溶解 性 。 综 上 , 选 
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取 505 作为 较 佳 的 提取 温度 。 
2.3.4 提取 时 间 对 蛋白 质 提 取 率 的 影响 :选取 不 同 
的 提取 时 间 ,NaOH 质量 浓度 为 2. 25 g/100 mL, 液 


通过 对 试验 设计 与 结果 进行 分 析 , 获 得 相应 的 
优化 模型 ( 表 4) 。 线 性 模型 和 双 因 子 交 互 模型 的 连 
续 性 不 显著 , 失 拟 项 却 极 显 著 ,R%, 和 Rs 也 明显 均 
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料 比 为 20 mL《g, 提取 温度 为 50Y 的 条 件 下 提取 黑 
水 贮 幼虫 重 白 质 ,结果 见 图 1(E)。 由 图 1(E) 可知 ， 
黑 水 迷 幼虫 重 白质 提取 率 随 着 时 间 的 延长 呈 先 上 升 
后 下 降 的 趋势 ,2 h 时 和 蛋白质 提 取 率 最 高 , 达到 
85.27% 。 原 因 可 能 是 短 时 间 内 人 蛋白质 还 不 能 完全 
进入 到 碱 提 液 中 , 随 着 时 间 的 延长 ,蛋白 质 逐 渐 深 
出 ,但 是 水 分 也 会 逐渐 藻 发 ,导致 液 料 比 降低 的 同 
时 ,NaOH 质量 浓度 上 升 ,并 且 和 蛋白 质 与 NaOH 作用 
的 时 间 也 会 相应 增加 ,引起 蛋白 质 结构 和 性 质 的 改 
变 ( 刘 野 等 , 2013 ) ,最 终 降低 了 蛋白质 的 提取 率 。 
所 以 ,选取 2 h 作为 较 佳 的 提取 时 间 。 

2.4 黑 水 星 幼虫 蛋白 质 提 取 优 化 试验 结果 
2.4.1 响应 面试 验 模 型 的 建立 与 显著 性 检验 :根据 
单 因素 试验 结果 ,选取 NaOH 质量 浓度 、 液 料 比 、 提 
取 温 度 、 提 取 时 间 4 个 因素 作为 自 变量 ,以 黑 水 旺 幼 
虫 蛋 白质 提取 率 作为 响应 值 ,进行 Box-Behnken 试 
验 设计 ,其 中 24 个 析 因 点 ,5 次 零点 试验 用 以 误差 
估计 ,试验 结果 见 表 3。 


表 3 Box-Behnken 试验 设计 与 结果 









































Table 3 Box-Behnken experimental design and results 








试验 序号 “。  C 疏 自 质 提取 率 (%) 
No. Protein extraction rate 
1 一 1 一 1 0 0 71.16 
2 1 一 1 0 0 83.37 
3 一 1 1 0 0 81.25 
4 1 1 0 0 89.65 
5 0 0 一 1 -1 53.12 
6 0 0 1 -1 71.36 
7 0 0 一 1 1 61.96 
8 0 0 1 1 65.67 
9 一 1 0 0 一 1 62.24 
10 1 0 0 -1 64.35 
11 -1 0 0 1 65.15 
12 1 0 0 1 72.43 
13 0 一 1 一 1 0 68.00 
14 0 1 一 1 0 85. 45 
15 0 一 1 1 0 83. 65 
16 0 1 1 0 79.93 
17 一 1 0 一 1 0 68.33 
18 1 0 一 1 0 75:977 
19 一 1 0 1 0 85.33 
20 1 0 1 0 86.28 
21 0 一 1 0 一 1 53.93 
22 0 1 0 -1 70.29 
23 0 一 1 0 1 69.42 
24 0 1 0 1 65.58 
25 0 0 0 0 84.49 
26 0 0 0 0 85.28 
27 0 0 0 0 86.53 
28 0 0 0 0 85.53 
29 0 0 0 0 88. 45 


不 符合 要 求 , 而 Box-Behnken 试验 设计 次 数 较 少 ,不 
满足 三 次 模型 要 求 。 二 次 模型 的 模型 极 显 车 , 失 拟 
项 不 显著 ,R%, 和 Rij 趋 于 一 臻 并 处 在 合理 范围 内 ， 
模型 预测 值 与 试验 值 基本 吻合 。 故 选取 二 次 模型 作 
为 该 Box-Behnken 试验 优化 模型 。 
表 4 ”优化 模型 的 检验 与 选取 
Table 4 Test and selection of the optimization model 

模型 P 值 失 拟 项 P 值 























ee Model Lack offit  R>, Rey EM 
P-value P-value 

ne 0.2505 0.0007** 0.0595 -0.1609 0 

1 0.8850 0.0004 -0.1144 -0.9134 ns 

ee <0.0001** 0.1297 0.9463 0.8574 a 


三 次 模型 y 失真 
Clic moddl 0.0869 0.6224 0.9829 0.8840 As 


* 影响 显著 Significant influence (已 <0.05) ; 于 影响 极 显 著 Extremely 
significant influence (P<0.01). 表 5 同 The same for Table 5. 

















对 表 3 结果 进行 二 次 模型 方程 拟 合 , 得 到 多 元 
二 次 回归 方程 (已 编码 ) :蛋白质 提取 率 Y(%) = 
86.06 +3.20A +3.55B +4.96C +2.07D -0.95AB 
-1.62AC+1.29AD -5.29BC -5.05BD -3. 63CD 
-2.10A2 -2.55B?” -4.66C” -18.33D?。 方 程 中 各 
项 系数 绝对 值 大 小 反映 了 相应 的 因素 对 黑 水 迷 幼虫 
和 蛋白质 提 取 率 影响 的 程度 , 系数 为 正 值 代表 其 与 蛋 
白质 提取 率 呈 正 相 关 , 系数 为 负 值 则 代表 其 与 蛋白 
质 提取 率 呈 负 相 关 。 该 方程 的 二 次 项 系数 均 为 负 
值 ,初步 推断 响应 面 开口 向 下 ,在 各 因素 所 选 水 平 范 
围 内 具有 极 大 值 点 ,能 够 进行 蛋白 质 提取 工艺 的 优 
化 分 析 。 
由 方差 分 析 表 5 可 知 ,该 模型 方程 相关 系数 尼 
为 97.31% ,表明 试验 结果 97.31% 的 数据 可 以 用 该 
方程 来 解释 。 变 异 系数 (C.V. ) 反 映 了 模型 方程 的 
置信 和 度 ,C.V. 越 小 , 则 置信 度 越 高 ,本 实验 C.. 仅 
为 3.32% ,进一步 说 明 该 方程 能 够 很 好 地 对 和 蛋白质 
提取 率 进行 分 析 和 预测 。 各 因素 按 对 蛋白 质 提 取 率 
的 影响 大 小 排序 为 : C( 提 取 温度 ) > B( 液 料 比 ) > 
A( NaOH 质量 浓度 ) >D( 提取 时 间 )。 除 模型 极 显 
车 外 ,一 次 项 A,B 和 C, 交 互 项 BC 和 BD, 二 次 项 C? 
和 D? 表现 出 极 显著 影响 ;一 次 项 D ,交互 项 CD ,二 
次 项 A”,B” 影响 显著 ;交互 项 AB,AC 和 AD 影响 不 
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显著 。 剔 除 不 显著 项 后 可 得 到 新 的 模型 方程 :Y 
(% ) =86.06 +3.20A +3.55B +4.96C+2.07D - 
5.29BC -5. 05BD -3. 63CD - 2. 10A2 -2. 55B? — 
4.66C” - 18. 33D"。 该 方程 模型 P 值 仍旧 小 于 
0. 0001 ,并 且 正 值 由 36. 22 变 为 44.77, 失 拟 项 P 值 
由 0.1297 变 为 0. 1329 ,及 和 C. 世 基本 不 变 ,表明 
精简 化 后 方程 的 预测 值 与 试验 值 的 拟 合 性 更 好 。 
表 5 响应 面 二 次 模型 方差 分 析 


TableS Analysis of variance for quadratic response 























Surface regression model 


方差 来 源 平方 和 ”自由 度 ” 均 方 ”7 值  P 值 
Source of variance Sum of squares df Mean square F value P value 




















时 间 、 液 料 比 与 提取 温度 及 提取 时 间 与 提取 温度 的 
交互 作用 均 对 蛋白 质 提 取 率 影响 显著 。 每 个 响应 面 
均 存 在 最 高 点 , 故 可 以 优化 出 蛋白 质 最 佳 提取 工艺 
条 件 。 

由 图 2 可 知 ,提取 温度 为 50%C ,提取 时 间 为 2 
h ,固定 液 料 比 时 ,蛋白质 提取 率 随 着 Na0H 质量 浓 
度 的 增加 逐渐 上 升 并 趋 于 平缓 ,但 这 种 上 升 的 趋势 
随 着 液 料 比 的 增加 逐渐 缓慢 ; 固定 NaOH 质量 浓度 
时 , 液 料 比 对 蛋白 质 提取 率 的 影响 亦 呈现 相同 的 趋 
势 。 由 图 3 可 知 , 液 料 比 为 20 mL/g, 提 取 时 间 2 h， 
固定 提取 温度 时 ,和 蛋白质 提取 率 随 着 NaOH 质量 浓 























模型 Model 3 119.39 14 222.81 36.22 <0.0001** 
A 122. 83 1 122.83 19.97 0.0005** 
B 151.28 1 151.28 24.59 0.0002** 
C 295.74 1 295.74 48.07 <0.0001** 
D 51.64 1 51.64 8.39 0.0117* 
AB 3.64 1 3.64 0.59 0.4546 
AC 10.51 1 10.51 1.71 ”0.2122 
AD 6.68 1 6.68 1.09 ”0.3152 
BC 111.94 1 111.94 18.20 0.0008** 
BD 101.97 1 101.97 16.58 0.0011™** 
CD 52.79 1 52.79 ”8.58 0.0110* 
A 28.57 1 28.57 4.64 0.0491* 
B? 42.32 1 42.32 6.88 0.0201* 
C 140.74 1 140.74 22.88 0.0003™* 
D? 2 178.53 1 2178.53 354.13 <0.0001** 
残 差 Residual 86.12 14 6.15 
失 拟 项 Lack of fit 。 76.85 10 7.69 3.31 ”0.1297 
纯 误 差 Pure error 9.27 4 2.32 
总 误差 Total error ” 3 205.51 28 
尼 =0.9731 CV =3.32% 


2.4.2 响应 面 分 析 : 根 据 二 次 模型 方程 ,以 黑 水 旺 幼 
虫 集 白质 提取 率 为 响应 值 ,固定 2 个 因素 于 “0” 水 
平 , 男 外 2 个 因素 作为 自 变 量 ,分 别 绘 制 等 高 线 和 响 
应 面 图 。 等 高 线 表 示 同 一 段 圆 弧 对 应 的 这 2 个 因素 
所 有 水 平 下 , 集 白 质 提 取 率 是 相同 的 。 等 高 线 的 密 
度 反映 蛋白质 提取 率 变化 程度 ,密度 越 大 ,相应 面 越 
陡 ,密度 越 小 ,响应 面 越 平 。 等 高 线 的 位 置 与 形状 反 
映 交 互 作 用 的 强 弱 ,与 对 角 线 垂直 度 越 低 ,形状 趋 近 
于 圆 表 示 两 因素 交互 作用 对 和 蛋白质 提取 率 影 响 不 显 
车 ;与 对 角 线 垂直 度 越 高 ,形状 趋 近 于 直线 则 表示 两 
因素 交互 作用 对 和 蛋白质 提 取 率 影响 显著 。 从 图 2 ~ 
7 可 看 出 , NaOH 质量 浓度 与 液 料 比 `NaOH 质量 浓 
度 与 提取 温度 及 NaOH 质量 浓度 与 提取 时 间 的 交互 
作用 均 对 蛋白质 提 取 率 影响 不 显著 , 液 料 比 与 提取 



















































































度 的 增加 逐渐 上 升 并 趋 于 平缓 ,但 随 着 提取 温度 的 
升 高 ,蛋白 质 提 取 率 的 上 升 趋势 逐渐 变 为 先 缓慢 上 
升 再 缓慢 下 降 ; 固 定 NaOH 质量 浓度 时 ,提取 温度 对 
和 蛋白质 提取 率 亦 呈 现 相 同 的 趋势 。 由 图 4 可 知 , 液 
料 比 为 20 mL/g, 提 取 温 度 为 50%C ,固定 提取 时 间 
时 ,有 蛋白质 提 取 率 随 着 NaO0H 质量 浓度 的 增加 逐渐 
上 升 , 并 且 这 种 上 升 趋势 随 着 时 间 的 延长 愈 发 明 
显 ;固定 Na0H 质量 浓度 时 ,蛋白 质 随 着 时 间 的 延 
长 先 上 升 后 下 降 ,这 种 趋势 随 着 NaOH 质量 浓度 的 
增加 变化 不 大 。 由 图 5 可 知 , NaOH 质量 浓度 为 
2.25 g/100 mL, 提 取 时 间 为 2 bh, 固定 提取 温度 
时 ,有 蛋白质 提取 率 随 着 液 料 比 的 增加 逐渐 上 升 ,但 
随 着 温度 的 升 高 ,蛋白 质 提取 率 逐 渐变 为 缓慢 下 
降 的 趋势 ;固定 液 料 比 时 ,和 蛋白质 提 取 率 随 着 温度 
的 升 高 逐渐 上 升 ,但 随 着 液 料 比 的 增加 ,和 蛋白质 提 
取 率 则 呈现 出 先 缓慢 上 升 后 缓慢 下 降 的 趋势 。 由 
图 6 可 知 , NaOH 质量 浓度 为 2.25 g/100 mL ,提取 
温度 为 50%C ,固定 提取 时 间 时 ,和 蛋白质 提 取 率 随 着 
液 料 比 的 增加 逐渐 上 升 , 但 随 着 时 间 的 延长 蛋白 
质 提 取 率 呈现 出 变化 不 大 甚至 略 有 下 降 的 趋势 ; 
固定 液 料 比 时 ,和 蛋白质 提 取 率 随 着 提取 时 间 的 延 
长 先 上 升 后 下 降 , 这 种 趋势 随 着 液 料 比 的 增加 变 
化 不 大 。 由 图 7 可 知 , NaOH 质量 浓度 为 2.25 g/ 
100 mL, 液 料 比 为 20 mL/g, 固 定 提 取 时 间 时 ,蛋白 
质 提取 率 随 着 提取 温度 的 升 高 逐渐 上 升 ,但 随 着 
提取 时 间 的 延长 ,蛋白 质 提 取 率 则 呈现 出 先 缓慢 
上 升 后 缓慢 下 降 的 趋势 ;固定 提取 温度 时 ,蛋白质 
提取 率 随 着 提取 时 间 的 延长 先 上 升 后 下 降 , 随 着 
提取 温度 的 升 高 ,这 种 趋势 变化 不 大 。 

2.4.3 最 佳 提 取 条 件 的 确定 :为 进一步 确定 黑 水 
入 幼虫 蛋白 质 提 取 工 艺 的 最 佳 条 件 , 通 过 软件 在 
各 因素 所 选 水 平 范 围 内 进行 分 析 , 得 到 黑 水 迷 幼 
虫 蛋 白质 提取 的 最 优 工艺 参数 :NaOH 质 量 浓 度 为 
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Fig.2 Contour (A) and response surface (B) of the effect of NaOH mass concentration and liquid-to-solid 








ratio on the extraction rate of proteins from Hermetia illucens larvae 


蛋白 质 提取 率 (%) 


Protein extraction rate 








提取 温度 CO) 


Extraction temperature 
LA 
了 


蛋白 质 提取 率 (9p) 
Protein extraction Tate 

















we 


40349 T T T T 
2.0 2.1 2:2 2.3 2.4 2.3 
NaOH 质量 浓度 (g/100 mL) 


NaOH mass concentration 


图 3 ”NaOH 质量 浓度 与 提取 温度 对 黑 水 粒 幼虫 蛋白 质 提取 率 影响 的 等 高 线 (A) 和 响应 
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下 (B) 


Fig.3 Contour (A) and response surface (B) of the effect of NaOH mass concentration and extraction temperature 


on the extraction rate of proteins from Hermetia illucens larvae 
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图 4 ”NaOH 质量 浓度 与 提取 时 间 对 黑 水 上 习 幼虫 蛋白 质 提取 率 影响 的 等 高 线 (A) 和 响应 
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下 (B) 


Fig.4 Contour (A) and response surface (B) of the effect of NaOH mass concentration and extraction 


time on the extraction rate of proteins from Hermetia illucens larvae 
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the extraction rate of proteins from Hermetia illucens larvae 
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图 6 液 料 比 与 提取 时 间 对 黑 水 昱 幼虫 蛋白 质 提 取 率 影响 的 等 高 线 (A) 和 响应 面 (B) 


Fig.6 Contour (A) and response surface (B) of the effect of liquid-to-solid ratio and extraction time on the 
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图 7 提取 温度 与 提取 时 间 对 黑 水 迷 幼 虫 蛋白 质 提 取 率 影响 的 等 高 线 (A) 和 响应 面 (B) 
Fig.7 Contour (A) and response surface (B) of the effect of extraction temperature and extraction time 


on the extraction rate of proteins from Hermetia illucens larvae 
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2.44 g/100 mL , 液 料 比 为 21.94 mL/g, 提 取 温 度 为 
53.24C ,提取 时 间 为 1.98 h。 在 此 条 件 下 ,按照 模 
型 方程 预测 出 黑 水 贮 幼虫 和 蛋白质 理论 值 为 88. 74% 。 
然而 考虑 到 实际 操作 条 件 ,最 终 将 最 优 提 取 工 艺 参 
数 确定 为 :NaOH 质量 浓度 2. 44 g/100 mL, 液 料 比 
22 mL/g, 提 取 温 度 53%C , 提取 时 间 2 h。 在 此 最 佳 
提取 条 件 下 ,进行 3 次 平行 验证 试验 ,实际 测 得 黑 水 
忙 幼虫 蛋白 质 提 取 率 为 88. 49% , 与 理论 值 相对 误 
差 仅 为 0.28% ,证 明 该 响应 面试 验 法 优化 得 到 的 提 
取 工 艺 参数 是 可 靠 的 ,具有 实用 价值 。 














3 讨论 


黑 水 昱 幼虫 饲养 成 本 低 , 有 利于 环境 改善 ,并 且 
蛋白 质 含量 丰富 。 对 黑 水 蚁 幼虫 全 粉 和 脱脂 粉 进行 
了 主要 成 分 分 析 , 发 现 其 蛋白 质 售 量 丰富 , 黑 水 凡 幼 
虫 全 粉 蛋白 含量 32. 79% , 脱脂 粉 中 蛋白 含量 高 达 
57.7% 。 

首次 对 黑 水 忙 幼虫 进行 了 蛋白 质 的 提取 ,通过 
比较 碱 提 法 、 酶 提 法 . 盐 提 法 和 Tris-HCl 缓冲 液 提 法 
4 种 提取 方法 的 蛋白 质 提取 率 , 确定 碱 提 法 为 较 优 
的 黑 水 昱 幼虫 蛋白 质 提取 方法 。 并 以 NaOH 质量 浓 
度 、 淤 料 比 、 提 取 温 度 和 提取 时 间 为 因素 依次 进行 了 
单 因素 试验 和 四 因素 三 水 平 Box-Behnken 响应 面试 
验 , 并 建立 二 次 模型 方程 。 方 差分 析 表 明 ,不 仅 该 模 
型 极 显 著 , NaOH 质量 浓度 、 液 料 比 、 提 取 温 度 及 提 
取 时 间 4 个 因素 也 达到 极 显 著 水 平 ,各 因素 对 黑 水 
入 蛋白 质 提 取 率 影响 程度 依次 为 :提取 温度 > 液 料 
比 > NaOH 质量 浓度 > 提取 时 间 。 利 用 软件 对 各 交 
互 项 的 等 高 线 和 响应 面 图 及 模型 方程 进行 了 综合 分 
析 ,结合 实际 情况 ,确定 了 黑 水 忙 幼虫 蛋白 质 提 取 的 
最 优 工艺 参数 :Na0OH 质量 浓度 2. 44 g/100 mL , 液 
料 比 22 mLZg ,提取 温度 53. 2Y , 提取 时 间 2 h。 按 
此 条 件 做 验证 试验 ,结果 实测 值 为 88. 49% ,与 理论 
值 相差 0.28% ,该 模型 能 很 好 地 预测 黑 水 迷 幼虫 蛋 
白质 实际 提取 率 。 

对 获得 的 黑 水 迷 幼虫 蛋白 质 进 行 提取 是 其 理化 
特性 和 功能 活性 的 研究 工作 的 基础 ,有 利于 充分 利 
用 这 一 昆虫 蛋白 资源 ,缓解 蛋白 质 资源 短缺 的 压力 。 
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